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【要旨】歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症（Dentatorubral　and　pallidoluysioan　atrophy；DRPLA）は常染色
体優性遺伝様式を示す神経変性疾患であり、染色体12pに位置するCAGリピートの伸長により発症する。
この結果は、DRPLA家系についてDNA多型による連鎖解析を行い、可能性の高い領域で候補遺伝子アプ
ローチを採ることによって得られた。さらに、DRPLA遺伝子近傍のDNA多型解析により、日本人患者の
全て、および稀に見られる欧米人患者の伸長リピートは単一の起源に基づくことも明らかとなっている。こ
のように、DNA多型は神経変性疾患等の遺伝解析に有用な手段である。私達はDRPLAの解析を一層進め
るため、DRPLA遺伝子周辺に新規のDNA多型が存在するかどうかを検索した。特に、ヒトゲノムプロジェ
クトによって周辺領域の塩基配列が決定されたので、それに基づいて新規多型を検索し、また、既報告DNA
多型について整理を行った。その結果、DRPLA遺伝子周辺に2個の新規ミクロサテライト多型を見出し、合
計7マーカーによって5DRPLA家系におけるDRPLA遺伝子の伝達様式を明らかにしたので報告する。
はじめに
　神経変性疾患の一つである歯状核赤核淡蒼球ルイ
体萎縮症　Dentatorubral　and　pallidoluysioan　atrophy
（DRPLA）は、常染色体優性の遺伝様式を示し、本邦
における脊髄小脳変性症の中で最も頻度が高い疾患
である。日本人に500人程度の患者が存在すると推定
されているが、欧米人では稀である。臨床的に小脳失
調と、錐体外路系異常による不随意運動の両者が共に
認められることに特徴があり、ミオクローヌス発作、
痴呆なども見られることがある。病理学的には、小脳
歯状核と、その遠心路にあたる赤核、大脳基底核であ
る淡蒼球とルイ体に萎縮性変化が認められる1）。
　山田らは、DRPLA家系についてDNA多型を用い
て連鎖解析を進めていたが、可能性の高い領域で候補
遺伝子アプローチをとることによって、染色体12番
短歌に位置するCAG反復配列の伸長がDRPLA発
症の原因であることを見出し、1994年に報告した1・2）。
このような3塩基の反復配列が伸長することによっ
てDRPLAを発症すること、すなわち、トリプレット
リピート伸長病は最近の疾患遺伝子研究で見出され
た新しいタイプの変異であり、注目を集めている1）。現
在までに、DRPLAの他に、ハンテントン舞踏病
（Huntington’s　disease；HD）3）、脊髄小脳失調症1型
（Spinocerebellar　atrophy　type　l；SCA　l）4）、脊髄小脳失
調症2型（Spinocerebellar　atrophy　type　2；SCA2）、脊
髄小脳失調症3型またはマチャド・ジョセブ病
（Spinocerebellar　atrophy　type　3；SCA3または
Machado－Joseph　disease　type　1；MJD1）5）、脊髄小脳失
調症6型（Spinocerebellar　atrophy　type　6；SCA6）、脊
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髄小脳失調症7型（Spinocerebellar　atrophy　type　7；
SCA7）、脊髄球筋萎縮症（Spino－bulbar　muscular　atro－
phy；SBMA）、優性型硬直性対麻痺（Autosomal・domi－
nant　pure　spastic　paraplegia；ADPSP）、脊髄小脳失調
症8型（Spinocerebellar　atrophy　type　8；SCA8）、脊髄
小脳失調症12型（Spinocerebellar　atrophy　type　l2；
SCA12）、脆弱X症候群A型（Fragile　X　syndrome
type　A；FRAXA）6－10）、脆弱X症候群E型（Fragile　X
syndrome　type　E；FRAXE）、筋ジストロフィー
（Dystrophia　myotonica；DM）11－14）、フリードライヒ失
調症（Friedreich’s　Ataxia；FRDA）が知られており、
いずれも神経（および筋肉）に関連する疾患である点
は興味深い15）。
　DRPLA遺伝子のCAG反復配列は、健常人では7－
23回の範囲だが、患者の一方の対立遺伝子では49－80
回に伸長している2・16）。このCAGリピートは翻訳領域
に位置し、グルタミンをコードしている。従って、
CAG反復配列の伸長によって、伸長したポリグルタ
ミンを持つ異常蛋白質が生成されることになる。上記
のトリプレットリピート伸長病のうち、HD、　SBMA、
SCAの各誌でも同様にCAGリピート伸長により伸
長したポリグルタミン鎖を持つ異常蛋白質が生成さ
れ、これらをポリグルタミン病と呼ぶことがある。伸
長ポリグルタミンを強発現させるとアポトーシスが
誘導される。伸長ポリグルタミンは凝集傾向が強く、
そのために、細胞活動に必須な蛋白質をトラップした
り、不要蛋白の分解を阻害したり、凝集して孔を形成
するなど、各種の機構が提唱されている。いずれにせ
よ、伸長ポリグルタミンによるgain　offUnctionによっ
て細胞死が生じると考えられている1）。
　CAGリピート伸長の発見に引き続き、　DRPLA遺
伝子のcDNAおよびゲノム構造が決定された17）。
DRPLAがDRPLA遺伝子のCAGリピート伸長に
よることが明確になった後で、連鎖解析データを検証
すると、解析に用いたll家系でCD4と組換えが見ら
れず、またF8VWFとは組換え率0．06でロッド値は
3．32を示した2・18）。従って、DRPLA遺伝子はCD4およ
びF8VWF近傍に位置すると推定された。実際、　in・situ
ハイブリダイズ法で12p13．31に位置することが明ら
かにされた19）。しかし、患者家系で伸長リピートと同
一の染色体にあるCD4およびF8VWFの対立遺伝子
は異なっていた。そのため、DRPLA遺伝子のイント
ロン領域で新たな多型（塩基置換によるので今日で
はSNPsに該当する）2種を見出し、ハプロタイプを
決定した。その結果によると18）、ヒトには3種類のハ
プロタイプが存在し、その内、AlBlハプロタイプはア
ジア人種（黄色人種）に多く見られ、正常範囲内の比
較的長い17－23回りピートを伴う。AIB2ハプロタイ
プは白色人種（欧米人）に多く見られ、15回程度のリ
ピートを伴う。A2B2ハプ剛直イプは黒色人種（アフ
リカ人）に多く見られ、正常範囲内の比較的短い7－13
回りピートを伴う。解析した日本人患者の全ての伸長
リピートはAIB1ハプロタイプであり、その後同定さ
れた欧米人患者でもA・IBIハプロタイプを有してい
た。このことは 伸長リピートの起源は単一であり、創
始者染色体の存在を示すものである。トリプレットリ
ピート伸長病では民族集団によって発症率が大きく
異なることが示されている。DRPLAが日本人（その
後、韓国および中国でも患者が存在することが明らか
となっている）に多く見られ、欧米人では極めて稀で
ある事実は、AlBlハプロタイプ保持者の割合、さらに
はその中でもAIBlハプロタイプに発症領域ほどは
伸長していない中間領域（35－35回程度）の保持者の
割合に相関することが示されている。マウスおよびサ
ル（オランウータンとチンパンジー）はA2B2ハプロ
タイプに相当する塩基を持っており、従って、A2B2ハ
プロタイプを原型に、塩基置換を生じながらリピート
が段階的に伸張してきた進化の過程が明らかとなっ
た。
　一般に、塩基置換によるDNA多型は進化の過程で
比較的安定的であり、一方、反復配列によるDNA多
型は変化を生じやすいと考えられている。DRPLAに
おける伸長リピートの起源については一定の解決を
得ているが、CD4およびF8VWFの対立遺伝子は日
本人集団でやや偏りが見られ、多型情報含量は必ずし
も大きくない20）。従って、DRPLA遺伝子周辺にさら
に多くのDNA多型を見出すことができれぼ、患者家
系相互の関係の解析や、存在するかもしれないシス要
素の解析に役立つと考える。特に、ヒトゲノムプロ
ジェクトによって、DRPLA遺伝子を含む広範な領域
の塩基配列が既に報告されているので、それに基づい
て新規多型を検索し、また既知多型を整理することを
目的とした。
実験方法
1．ゲノムDNA検体
DRPLA患者家系由来のゲノムDNA、および正常
日本人ゲノムDNAは、採取にあたり説明と同意がな
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されており、以前に報告されている文献で用いられた
試料について、国立生育医療センターで保存されてい
るものを使用した2）・20）一26）。
　2．DNA多型の検出
　ゲノムDNAのPCR反応と条件は、既報告に従っ
た2・20一26）。以下簡単に記載する。反応系は全量25μ1で、
50mM　KCI．　10　mM　Tris－HCI．　1．5　mM　MgC12．
d（AGCT）TP　20qμM、2種類のプライマー0．5μMに、
ゲノムDNA　llO－30ng程度を使用した。サーマルサ
イクラーとしてアステック社製プログラムテンプコ
ントロールPC－700（東京）を使用し、94℃で4min過
熱してDNAを解離させ、それ以降、94℃2min、ア
ニーリング温度で2min、74℃で2minのサイクルを
30回繰り返し、最後の伸長反応として74℃で10min
インキュベートした。PCR生成物を5％アクリルアミ
ドゲル電気泳動で分離し、銀染色して検出した。泳動
距離から対立遺伝子のサイズを同定した。新規マイク
ロサテラ・イト多型の検出には、アジレソト・テクノロ
ジー社製2100バイオアナライザ／DNA500　LabChip
キット（パロアルト市、米国）を用いて増幅された塩
基配列の塩基数を同定し、ペックマン・コールター社
CEQ2㎜オートマチックシーケンサー（フラートン
市、米国）を用いてCA繰り返し数を同定した。一部
の実J験では15％LO3アガロースゲルにて電気泳動し
て分画し、エチジンブロマイドで染色して蛍光にて同
定した。
　3．情報解析
　ゲノム配列データベースおよびSNPデータベース
の検索には、ヒトゲノムプロジェクトホームページ
http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／genome／guide／human／
を使用した。
Table　1　The　order　of　genes　around　DRPLA　based　on
　　　　the　genomic　sequencing　result．　The　boundary
　　　　of　the　gene　is　defined　based　on　the　longest
　　　　cDNA　sequence．
Gene Nucleotide　position　on　NT－009731
結果と考察
C　IS
C3F
DRPLA
ENO2
B7
TPI　l
USPs
GNB3
HSU47926
A
CD4
VWF
518－10799
86346－93523
127526－141526
146151－155395
155617－165004
199017－202315
203216－217705
222453－229634
229999－240017
242426－248046
250223－269779
1077683－1234840
　1．塩基配列情報に基づくDRPLA遺伝子周辺の
　　　構造と多型
　遺伝子やDNA多型マーカーの相互位置関係は、従
来は主として組換え頻度から推定されていた。黒澤ら
はハプロタイプ解析による創始者染色体の存在を報
告した。当時の入手可能であった情報に基づいて、
D12S93－NTF3－F8VWF－DRPLA－CD4・D　l2S77の順に
位置していると推定していた25）。ヒトゲノムプロジェ
クトによる塩基配列決定が進み、DRPLA遺伝子を含
む広範な領域、1，340，074bp配列がNT＿009731として
データベースに登録されてきた。この配列に含まれる
遺伝子はTable　lのようであり、染色体12p末端一
DRPLA－CD4－F8VWFの順に位置することになる。
　NT＿009731の注釈には、従来から知られている
DNA多型部位の記述があった。順に、　D12S2020，
D12S1625，　D12S1899，　D12S1623，　D12S1625，　D12S1899，
D12S925，　D12S1958，　D12S924，　D12S824，　D12SlllE，
D12S1911，　D12S1261，　D12S889，　D12S926，　D12S1887，
D12Sloo5，　D12S877，　D12S1264，　D12S289，　D12S825，
D12S1264，　D12S289，　D12S825であり、　D12S1625
（73290－73563）とD12S1899（146673－146826）が
DRPLAの近傍に位置する。しかし、注釈にも
WARN］［NG：map　location　ambiguousと記載されて
いる例が多く、位置が正確とはいえない。実際、たと
えばD12S1625検出用プライマーの1つである
AFMa247ycga（19mer）の配列をNT＿009731配列で
検索すると、合計10ヶ所に完全に合致し、また他方の
プライマーであるAFMa247ycgm（17mer）も2ヶ所
に合致した。従って、塩基配列情報の注釈に基づいて、
DRPLA周辺解析に適切な従来型ミクロサテライト
多型を選択することができなかった。
　2．塩基配列情報に基づく1）RPLA遺伝子周辺の新規
　　　ミクロサテライト多型
　反復配列部位は多型を生じることが多い。そこで、
NT＿009 31配列に認めたCAリピート（逆向きGT
リピートを含む）が17回以上連続する部位、合計
10ヶ所について、多型を示すか否かを検討した（Table
2）。PCRプライマーを設計し、正常日本人DNAを用
いて検討したところ、TS－1とTS－9では明らかな多型
（3）
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Table　2　Potential　microsatellite　polymorphisms　around　the　DRPLA　gene
Name Position　on　NT　oo9731 Primer　sequence Length Repeat
TS－1
TS－2
TS－3
TS－4
TS－5
TS－6
TS－7
TS－8
TS－9
TS－10
892674－892695
893038－893013
1192825－1192848
1193226－1193209
1146461－1146479
1146811－1146790
248823－248844
249193－249170
1269195－1269218
1269593－1269576
1252538－1252556
1252874－1252857
1210854－1210871
1211363－1211346
1020097－1020114
1020598－1020581
1202519－1202536
1202987－1202970
1174270－1174287
1174647－1174618
TTCCTCCAGCTCCTTGAACCAG
ACTGGGAGGAGAAGCTAGGGGCCATT
GCGACACCACTTTACATTCCTACC
CAGCCTACAGAATGGAAG
GCTACTTGGGAGGTTGAGG
GTCCTTACTGTTGTCTCTGCTC
TGGGTTGTGGAGGTGGGTAGCC
CCCTATTTCCTTCTCCTCCTGTCT
GCGACACCACTTTACATTCCTACC
CAGCCTACAGAATGGAAG
CACTGCCCTCACTTCTCTG
CTAAGATGAATGCAGCCC
GGAGGGAAAGGGAAAAGA
GGAGTCACATAGAGCTTC
TGCCATTTCCCAACACAC
AACACCCACGAGTCCAGG
CACCCCCACCAAGTTCAC
AACGGGAAAGTCAGGGTC
GGCCTCCACAGCATCCCT
CCTGCCCACCAATTTTAGCTTTCCAACCTC
340
385
330
348
382
320
493
485
452
349
27
20
20
20
19
19
19
19
17
17
Table　3Distribution　of　CA　repeat　numbers　in　84　Japanese　chromosomes　at　the　novel　microsatellite　loci．　The
detected　numbers　are　shown　with　％　distribution　in　parenthesis
Microsatellites
19 20 21 22
CA　repeat　numbers
23　24　2526 27 28 29
TS－1
TS－9
　1　　　　7
（12）　（8．5）
　4　　　　9
（4．8）　（10．7）
　6　20（7．3）　（24．4）
　11　13（13．1）　（15．5）
　18　10　4（220）　（12．2）　（4．9）
　19　15　7（22．6）　（17．9）　（8．3）
　5
（6．1）
　6
（7．1）
　5
（6．1）
　3
（3．7）
　3
（3．7）
を示した。PCR反応によって得られた代表的なDNA
断片について塩基配列を決定し、CAリピート数の違
いによる多型であることを確認するとともに、正常日
本人染色体84本における分布を計算した（Table　3）。
　塩基配列情報の基づくDRPLA遺伝子周辺のSNPs
　NT＿009731配列の注釈にSNPが記載されている。
これらについて、SNPデータベースを検索し、また制
限酵素の切断に影響するものを選別した。これらにっ
いてPCRプライマーを設計し、正常日本人DNAを
用いて多型を示すか否かを検討した。解析した限り、
多型を示すものはなかった。SNPsデータベースは数
多く検出することが1つの目的であり、塩基配列の結
果を別の方法によって確認することは必ずしも求め
られていないので、精度は低い。しかし、多型の分布
は民族や集団によって大きく異なるため、今回の結果
は限定数の日本人集団だけを解析しているので、これ
らがSNPsではないことを示す結果ではない。
　3．多型によるDRPLA家系の解析
　今回新規に同定した2種のマイクロサテライト多
型と、CEPH、　Genethon、　Marsh丘eldの遺伝子地図か
らDRPLA遺伝子近傍と考えられる5種の既知のミ
クロサテライト多型（Dl2S328、　D12S336、　Dl2S356、
Dl2S374、　Dl2S397）を選択し、　DRPLAの5家系を解
析した。その結果をFig．1に示した。一部の多型につ
いては両親および子供がヘテロ接合性を示し、解析は
不能であったが、一応由来親を割り当てた。5種の既知
のミクロサテラ’イト多型のDRPLA遺伝子との位置
関係は不明であるが、これらの7種類の多型によるハ
プロタイプを決めることができ、多くはそれぞれの親
から組換えを生じることなく伝達されているが、健常
人である父親5から子供7と8に伝達されるときに
組換えが生じていることも判明した。疾患DRPLA遺
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　　347　811　1314　1617
工rユdividual　l
Loci
342　5786　911　10　12　13　14　15　16　17　18
D12S328
D12S336
D12S356
D12S374
D12S397
TS－1
TS－9
2　21
1　12
2　21
　44
3　34
9　99
0　oo
212　22　212
1　21　12　21
3　13　12　21
5　45　34　43
3　43　23　32
3　93　73　33　7
3　03　OO　03
2
1
1
3
2
3
3
2
2
1
1
3
3
1
2
2
3
5
3
3
1
2
2
3
5
3
3
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1　12　2
1　11　2
2　25　5
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3　33　5
0　03　3
2
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2 2
3 3 3
1 1 1
8 8 8
3 3 3
1
1
1
4
3
2
5
ユー
4
3
3
1
1
1
4
3
2
5
　21　21
　11　21
　21　21
4　44　44
3　34　34
　22　22
3　33　33
Fig．1　Haplotypes　defined　by　the　7　polymorphic　markers　in　DRPLA　pedigrees．　Although　several　loci　are　not　informative　due
　　　to　double　heterozygosity　in　the　parents，　the　progeny’s　alleles　from　the　father　are　set　in　the　left　and　progeny’s　alleles　from
　　　the　mother　are　set　in　the　left．　The　haplotype　associated　with　the　DRPLA　disease　gene　（expanded　repeats）　are　boxed．
　　　Each　allele　number　is　assigned　in　a　descending　order　of　fragment　size　detected　in　this　analysis，　and　O　indicates　the　10th
　　　allele．
伝子（CAGリピート伸長）に伴うハプロタイプは、1
～4の家系と5～8の家系では類似している部分もあ
るが、5家系で異なると結論できる。このことは、以
前のCD4やF8VWFなどのミクロサテライト多型を
用いた解析と同様であり、創始者染色体形成の後で、
ミクロサテライト多型が変化し、あるいは組換えを起
こしてきたこと、すなわち、創始者染色体の形成はき
わめて古い時代のことであることが再確認できた。
　前回の解析では、日本が大陸から分かれる以前にも
存在したと考えるHTLV－1感染者（これは遺伝的に
決定されたものではないが、授乳中の母子感染によっ
て伝達されたと推定されている）のハプロタイプお
よびDRPLAリピート数分布は、現代日本人のハプロ
タイプおよびDRPLAリピート数分布と大差ないこ
とを示した。また、稀に見られる白色人種のDRPLA
患者でもハプロタイプが共通であった。従って、白色
人種と黄色人種が分かれた頃、アジア大陸で創始者染
色体、すなわち、DRPLAリピートの中間体が形成さ
れたものと考えるのが妥当である。
　CD4やF8VWFなどは日本人において多型に富ん
でいるとは言えず、私達が発見したより多型に富んだ
ミクロサテライトマーカーを用いることにより、
DRPLAの解析がより一層進展するものと考えられ
る。
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Abstract
　　　　Dentatorubral－pallidoluysian　atrophy　（DRPLA）　is　a　dominantly　inherited　neurodegenerative　disease　characterized　by
selective　neuron　loss　in　the　cerebellar　and　pallidal　outflow　pathways．　Nagafuchi　et　al．　reported　in　1994　that　the　disease　was
caused　by　expansion　of　CAG　repeats　in　the　coding　region　of　the　DRPLA　gene　localized　on　chromosome　12p．　This　was
achieved　by　linkage　analyses　using　DNA　polymorphic　markers　with　affected　families　followed　by　a　candidate　approach．
DNA　polymorphic　markers　including　microsatellites　and　single　nucleotide　polymorphisms　（SNPs）　around　the　DRPLA　gene
have　been　usefu1　in　the　original　disease　gene　mapping　as　well　as　elucidation　of　a　founder　chromosome　in　DRPLA．　ln　this
report，　we　looked　for　additional　DNA　polymorphic　markers　around　the　DRPLA　gene．　As　a　genomic　sequence　covering　a
considerable　broad　region　around　the　DRPLA　gene　has　been　determined　by　the　human　genome　project．　Thus，　we　tried　to
confirm　those　polymorphisms　described　in　the　annotation　of　the　sequence，　and　to　test　the　potential　polymorphic　sites　like　CA
repeats．　Although　several　SNPs　described　are　not　suitable　to　analyses　in　DRPLA－related　subj　ects，　presumably　due　to　ethnic
differences，　we　detected　novel　two　microsatellites．　Using　7　microsatellites　in　total，　we　analyzed　5　DRPLA　pedigrees，　and
determined　the　haplotye　associated　with　expanded　DRPLA　repeats．　The　haplotye　of　affected　chromosomes　considerably
differed　in　each　pedigree，　which　suggested　the　founder　chromosome　was　generated　in　quite　an　old　era．
〈Key　words＞　Dentatorubral－pallidoluysian　atrophy，　Gene　loci，　Gene　map
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